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網膜変性疾患に対する新た な候補遺伝子を ク ロ ー ニ ン グす る こ とを 目 的と して , サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法に よ り未知の 網膜
特異的 cD N Aの 単離を 試み , 以下 の 結果を 得た . 約 1.4k 塩基対(bas epair, bp)か らな り240個の ア ミ ノ 酸か らな る酸性 ･ 親
水性 タ ン パ ク を規定す る新た な ヒ ト網膜特異的な cD N Aを ク ロ ー ニ ン グ し, こ れ を ヒ ュ ー マ ン レ チ ナ ル ジ ー ン 4 (hu m a n
r etin alge n e4, H R G4) と名付けた . サ ザ ン プ ロ ッ ト 法に よ っ て ヒ ト 以外の 哺乳類でも類似 した DN A 配列 の 存在を認 め た の
で , ラ ッ トに おけ る H R G4の 相同遺伝 子 で ある ラ ッ ト レ テ ナ ル ジ ー ン 4 (r atr etin alge n e4, R R G 4)を ク ロ ー ニ ン グ した . こ
の CD N A ほ約 1.3kbp か らな り , H R G 4 と同様 に240個 の ア ミ ノ 酸を 規定 して い た . オ ー プ ソ リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を確認す
るため に H R G 4 お よ び R R G4 の CD N Aの 試験管内転写 ･ 翻訳を 行い , そ れ ぞれ 35 お よ び 33kDa の 翻訳産物を検出した .
H R G4は ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で R R G 4と92% 一 致 し, 特 に カ ル ポ キ シ 末端側 3/4 は100% 同一 で あ り, こ の 部位 が椴能的に 重要で
ある と考え られ る . 一 方 , プ ロ リ ン お よび グリ シ ソ に 富み 2次構造的 に 他の 部分と異なりタ ー ン が 主体で ある ア ミ ノ 末端側 1
/4は , 相同性 は68% と低く , 独立 した ドメ イ ン を形成する と考え られ る . しか し タ ン パ ク の 磯能 を推測 させ る既知 の タ ン パ ク
との 高 い 類似性や特別な モ チ ー フ の 存在は み られ なか っ た . H R G 4 お よび R R G4の 網膜内で の 発現部位は ∴組織内 ハ イ プリ ダ
イ ゼ ー シ ョ ソ 法 に よ っ て 視細胞 で ある こ とが 判明 した . R R G 4の m R N Aの 発現 は , 視細胞の 分化 ･ 成熟 に 伴 っ て 急激に 増加
し , 分化完了後 ほ高い レ ベ ル を保 っ て い た が , 明 らか な 日 内変動を 示 さな か っ た . HR G4 は分化 した 祝細胞に 特異的に 強 く発
現 して い る新 しい 遺伝子で あり , 網膜変性疾患 の 候補遺伝子と な り う ると 考え られ る .
Key w ords r etin a, photore c eptor, S ubtra ction, CD N A, Clo nlng
網膜色素変性症(r etinitis pigm e nto s a, R P)は , 網膜に お い て
祝細胞お よ び色素上皮細胞 の 機能 を早期か ら広範に 障害す る 一
群の進行性遺伝性疾患1)で あり , 網膜 変性疾患 の 代表例 であ る
とと もに 失明の 主要な原因の 一 つ で ある . 臨床症状と して , 一
般的に 夜盲, 進行性の 周辺部視野狭窄 が起 こ り , 末期に ほ 中心
視野も失われ る こ と が 多い . 進行例の 眼底 に ほ典型的な骨小体
様の 色素沈着 , 血 管の 狭細化お よ び視神経乳頭 の 蒼白化がみ ら
れる. RPの 遺伝形式は複雑であり , 常染色体優性ある い は 劣
軋 伴性劣性遺伝の ほ か に 孤発例も少な か らず存在する . 現在
の と こ ろ, R Pに 対す る有効な治療法 ほな く 1 そ の 病 因に 関 し
ても不明 な点が な お 多い が , 近年 一 部の 症例 に つ い て そ の 原因
遺伝子が 同定 され た . すなわ ち まず1 9 90年 に 常染色体優性 の
RPに おい て ロ ドプ シ ソ 遺伝子の 点突然変異 が発見 され2) , 現在
まで に100近く の 異な る 遺伝子異常が R Pの 原 田と し て報告 さ
れてい が . 1 991年 に は 常染色体優性の R Pに お い て ペ リ フ ェ
リ ン4)5) が , 1 993年 に ほ 常染色体劣性 の R P に お い て 梓 体 の
CG M Pホ ス フ ォ ジ ュ ス テ ラ ー ゼ の βサ ブ ユ ニ ッ ト
6) が原 困遺伝
子と して同定 され た . さ らに 最近 で ほ R O M17)8), CG M P依存性
チ ャ ン ネル
g)お よび cG M Pホ ス フ ォ ジ ュ ス テ ラ ー ゼ の α サ ブ ユ
ニ
ッ ト10)も R Pの 原 因遺伝子と して報告 され た . しか し最も報
告 の 多い ロ ドプ シ ソ の 異常を 原因とす る R P で さえも常染色体
優性の R Pの 1/3ある い ほ R P全体 の10% 程度を占め るに す
ぎず , 家系の 連鎖解析 の 結果か ら R Pに 関連する遺伝子座は20
以上 報告 され て い る3)の で , 未知の 原因遺伝子 ほ ま だ 多く存在
す る と考え られ る . ま た R Pに ほ網膜外症状の 全く見 られ な い
症例が 多い の で , 原因遺伝子は網膜 に 特異的な発現 を示 す可能
性 が高 い と 考え られ る . そ こ で R P を ほ じめ とす る網膜変性疾
患 に 対す る新 た な候禰遺伝子を同定する こ と を 目 的と して , サ
ブ ト ラ ク シ ョ ソ 法 に よ り網膜特異的な未知 の CD N Aの ク ロ ー
ニ ン グ を試み た . そ の 結果以下の よ うに ヒ ト 祝細胞 に 特異的に
発現す る新 しい cD N Aを ク ロ ー ニ ン グ し, ラ ッ ト に お け る相
同遺伝子の ク ロ ー ニ ン グお よび そ れ を利用 した mR N Aレ ベ ル
で の 解析な ども行 っ た の で 報告する .
材料お よび方法
ロ ン グ ェ バ ン ス 系 の 有色ラ ッ ト お よ び ヒ トの 網膜 を用い た .
ヒ ト網膜は フ ロ リ ダ ラ イ オ ン ズ 眼球銀行か ら供与され た . ヒ ト
培 養皮膚線維芽細胞 お よ び ヒ ト 培養網膜色素 上 皮細胞 は
M iami 大学 Bas c om Palm er限研究所の In a n a博士 よ り供与さ
れ た . ヒ トお よび ラ ッ ト の 網膜 cDN Aラ イ ブ ラ リ ー はIn a n a博
平成8年4月 9 日受付, 平成 8年4月26 日受理
A bbreviatio ns :bp, bas epair; D E P C, diethylpyroc arbon ate; D T T, dithiothreitol; G C L, ganglio n cell layer;
HRG4, hum a n retin alge n e4;IN L, in n er nu cle arlayer;IS, inner segm ent; M O PS, 3- N- Morpholin oやr Opa n e-
Sulfonic acid; O N L, O uter nu Cle a rlayer; OS! Outer S egm e nt; R P, r etinitis pigm e ntos a; R P E, r etinalpigm ent
epitheliu m; R R G 4, r at retin algen e4
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士 よ り供与 された .
Ⅰ . ヒ ト網膜特異的 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー の 作 製お よび各
CI) N A の解析
ヒ ト網膜特異的 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー は , Mu r akami ら11)の 報
告 に 従 っ て 下記 の ように 作製 された . ヒ †網膜 と ヒ ト線椎芽細
胞 か らそ れ ぞれ m R N A を抽出 して 逆転写酵素な ど に よ っ て 二
本鎖 cD N Aを 合成 しリ ン カ ー ライ ゲ ー シ ョ ン お よび P C R増幅
を行い , 線維芽細胞由来 の cD N A を ビオ チ ン 化 した後 , 網膜由
来の cD N A とハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た . ビ オ テ ン 化
cD N A と結合 した 網膜由来の cD N A をス ト レ プ ト ア ピ ジ ン を
用い て 除去す る こ と に よ っ て , 網膜特異的な cDNA を 濃縮 し
PCR 増幅の 後 に 制限酵素 Ec oRI(Gibc oB R L, Gaithersbu rg,
U S A) を 用 い て プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で あ る pBlu es cript II
(Stratage n e, La Jolla, U S A)に 挿入 した . cD N A を観み 込ん だ
プ ラ ス ミ ドを 形質転換 に よ っ て 大 腸菌 ⅩLI Blu e(Stratage n e)
に 導入 して 得 られた コ ロ ニ ー を 5恥g/mI の ア ン ピ シ リ ン を 含
む L B培地 い リ ブ ト ン 20g/1 , イ ー ス ト エ キ ス ト ラ ク ト
1 0g/1 , 塩化 ナ ト リ ウ ム (NaCl)20g/1, pH 7.2】1 0mlで そ れ ぞれ
培養 しア ル カ リ法に よ っ て プ ラ ス ミ ド D N A を調製 した . 制限
酵素 Ec oRI処理 に よ っ て 挿入 され た cD N Aの 有無 お よ び大き
さ を 調 べ , fm oI D N A Sequ e n cing Syste m (Pro mega,
Madis o n, U S A),[r}
2
P]A T P(Du Pont, Boston, U S A) お よ び
T 3ある い は T 7 プライ マ ー を 用 い て ジデオ キ シ 法12)に よ っ て
cD N Aの 塩基配列 の 一 部ある い は 全体を決定 し た . F A S T D B
(Inte11i Ge n etic s, M ou ntain Vie w, U S A), F A S T Aあ る い ほ
B L A S T(Ge n etic Co mputerGr o up, M adiso n,USA)プ ロ グ ラ ム
に よ っ て 各 ク ロ ー ン の 塩基配列を D N A お よびタ ン パ ク の デ ー
タ バ ン ク と比較 した . 既知 の 遺伝子と 一 致 しな い 塩基配列をも
つ CD N Aク ロ ー ン に つ い て ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト法 に よ っ て 種 々
の ヒ ト艶織ある い は 細胞に おけ る 皿 R N Aの 発現量 を調 べ た .
Ⅰ . ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法
1 . 全 R N Aの 抽 出
種 々 の 阻織 お よ び細胞か ら グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー トを用 い
て 全 R N A を抽出 し た-3) . 約 0.1 ～ 0,5g の 組 織 あ る い ほ 約
1×10
丁 個 の 細胞 に 対 し て 4 M グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト ,
25m M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 7.0), 0.1 M 2- メ ル カ プ ト エ タ
ノ ー ル か らな る溶解緩衝液 を加え て 容積 を 8ml と して 完全 に
懸濁 ･ 溶解 した もの を 4mlの 5.7 M塩化 セ シ ウ ム , 25m M ク エ
ン 酸 ナ ト リウ ム (pH 5.0) に 重層 し, ペ ッ ク マ ン S W 40 Tiロ p
タ ー を用い て2 0 ℃ で32,000rpm に て18時間遠心分離 した . 沈殿
を 100FLl の ジ ュ チ ル ピ ロ カ ル ポ ネ
ー ト (diethylpyr o c arbo n ate,
D E P C) 処理蒸留水に て 溶解 し, 10pl の 3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム
(pH 5.2)お よぴ 25恥1 の エ タ ノ ー ル を加 えて - 20 ℃で 1時間放
置 した後 , 4 ℃ に て 10, 00×g で20分間遠心 して 上清 を除き沈
殿を D E P C処理蒸留水に て溶解 して 260n m に お ける 吸光度 に
よ っ て R N A濃度 を測定 した .
2 , プ ロ ー ブ の 標識
ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ソ に 用 い る D N A プロ ー ブ と し て ,
ヒ ュ ー マ ン レ チ ナ ル ジ ー ン 4(hu m a n r etin alge n e4, H R G 4) あ
る い は ラ ッ ト レチ ナ ル ジ ー ン 4 (r at retinalge n e4, R R G 4) の
cD N Aの 全長あ る い は 一 部 を プ ラ ス ミ ドク ロ ー ン か ら制限酵素
に て切断 し , 低融点 ア ガ セ ー ス ゲ ル を 用い た 電気泳動 に よ っ て
分離精製 し た 後 , オ リ ゴ ラ ベ リ ソ グ キ ッ ト (P haim a cia,
Up ps ala, Sw ede n) お よ び 【α- 32P】d C T P(Du Po nt) を用 い て ラ
ン ダム プ ラ イ ム 法1町に よ っ て 標識 し た . プ ロ ー ブ の 比活性は
1 ～ 3×108cpmルg 程度 で あ っ た .
3 . ヒ ト鼠織 を用 い た ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト
Ⅰ-1 ･ の よ う に 抽 出 した ヒ ト 網膜 , 角膜 , 虹 彩, 網膜色素
上皮細胞 , 線維芽細胞か ら の 全 R N A お よ びヒ トの 脳 , 肺およ
び腎の 市販の 全 R N A(Clo nte ch, Palo A lto, U S A) の それぞれ
1毎g を50% ホ ル ム ア ミ ド , 1 8% ホ ル マ リ ン を 含 む 20m M
3-N‥ モ ル ホ リ ノ ー プ ロ バ ン ス ル ホ ン 酸 (3-N-M orpholino-
pr opa n es ulfo nic a cid, M O P S)(pH 7･0), 5m M 酢酸 ナ ト リ ウ ム ,
1m M E D T A か らな る M O P S電気泳動緩衝液中 に て 65 ℃で
1 0分間変性 した 後 , 18% ホ ル マ リ ン を含む0.8%変性 ア ガ ロ ー
ス ゲ ル 中で M O P S緩衝液を用 い て 電気泳動を行 っ た- 5). 電気泳
動終了後 に20倍濃度 S S Cを 用 い て R N Aを B iotr a n sナ イ ロ ン
メ ソ ブ ラ ン (IC N,Irvin e, U S A)に サ ザ ン プ ロ ッ ト法 の 要領 で転
写 した16〉 . 転写後 の メ ソ ブ ラ ン を 80 ℃ で 1時間固定 した後 ,
50% ホ ル ム ア ミ ド , 1 0% 硫酸デ キ ス ト ラ ン , 10m M Tris-H Cl
(pH 8.0), 5倍濃度 SS C, 4倍濃度デ ソ ハ ル ト液 (0.2% ポ リ ビ
ニ ー ル ピ ロ リ ド ン , 0.2%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン , 0.2%フ ィ コ ー
ル), 2 % S D S,1 00FLg/mlの 変性 サ ケ 精子 D N A からな る プ レ ハ イ
プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 液と 6時間42 ℃で 反応 させ た . 32p に て標
識 した HR G4 の CD N A全長 か らな る プ ロ ー ブを プ レ ハ イ プリ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 液 と混合 し , メ ソ ブ ラ ン と12～ 16時間42 ℃で 反
応さ せた . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 後 の メ ソ ブ ラ ン を 2倍濃度
S S C お よ び 0.1 % S D Sに て30分間室温 で洗浄 し , 0.1倍濃度
S S C お よび 0.1 % S DSに て20～ 30分間52 ℃ で洗浄 を繰 り返 した
後, - 70 ℃に て 6 ～ 24時間オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー を行 っ た .
メ ソ プ レ ン に 固定 され た R N Aの 量と 質を 評価す るた め の 対照
実験と して , 32P に て標識 した ヒ トβ ア ク チ ン の cD N A全長を
プ ロ ー ブ と して ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た .
4 . ラ ッ ト 組織 を 用 い た ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト
Ⅱ - 1 . の ように 抽出 し た 成熟 ラ ッ ト の 網 膜 , 心 臓 , 骨格
筋, 副腎 , 精巣 , 脳, 脾 , 腎, 肝 お よ び肺の 全 R N Aそれぞれ
10p畠 を 用 い , 32P に て 標識 した R R G 4の CD N A全長を プ ロ ー
ブ と して I - 3 . と同様に ノ ー ザ ン プ ロ ッ トの 作製お よび ハ イ
プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た . 対照実験 と して ヒ ト βア ク チ ン
cD N A を プロ ー ブ と した ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を Ⅲ - 3 .
と同様に 行 っ た .
5 . 生後 異な る段階 に おけ る ラ ッ ト 網膜 を用 い た ノ ー ザ ン プ
ロ
ッ ト
生後 0 , 5 , 7, 10, 15, 23, 30, 270 お よ び400 日の ラ ッ ト
網膜か ら‡ - 1 . の ように 全 R N A を抽出 し, そ れ ぞれ 8pgを
ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト の 作製 に 用 い た , H R G 4の 発 現に 日内変動が
み られ る可 能性があ っ た た め , す べ て の R N A抽出を ほ ぼ同じ
時間(午後4時) に 開始 した . Ⅰ - 3 . と同様に ノ ー ザ ン プ ロ ッ
トを作製 し 32P に て標識 した R R G 4の cD N A全長お よび ヒ ト
βア ク チ ン CD N A を用い て ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を行 っ た ･
6 . 遺伝子 発現 の 日 内変動を調べ る ため の ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト
ラ ッ トを午前 8暗か ら12時間室内灯 の も とで , 午後8暗から
12時間無照明に て生後 よ り飼育 した . 生後 2 カ 月 の 時点でラ ッ
トを 5匹ず つ 4 つ の 群 に分け午前 7吼 午前11吼 午後7時お
よび 午後11時 に そ れぞれ 1群ず つ か らⅠ - 1 . の ように 網膜の
全 R N A を抽出 した . 午前 7時と午後11時 の 時点 で ほ l 暗赤色
灯下で 二 酸化炭素に よ りラ ッ トを 屠殺 し直ち に 眼球摘出を行い
溶解緩衝液中で網膜を完全 に 溶解 した後, 明所 で 以降の 処理を
新 しい ヒ ト網膜特異的 cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ
行っ た . 午前11時と午後 7時の 時点で ほ , 同様の 操作 をすべ て
明所で行 っ た ･ Ⅰ
- 3 ･ と 同様 に ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト を 作 製 し
R RG4の CD N A全長 , ヒ トβア ク チ ン CD N A お よ びラ ッ ト
S 抗原の CD N Aの 一 部 で あ る 3
'
末 端側約 300塩基対(base
pair, bp)を プ ロ
ー ブ と して ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を行 っ た .
7 . 皿R N A発現 の 定量
‡ - 5 . お よび ‡
- 6 . の プ ロ ッ ト の ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ
ソ後の オ ー ト ラ ジオ グラ ム に つ い て FB 91 0 デソ シ ト メ ー タ ー
(FisherScie ntific, Av o ndale, U S A)を 用 い てバ ン ドの 濃淡 を定
量した . 同 一 の 実験 に つ い て異な る R N A標本を 用 い た複数の
プ ロ ッ トある い ほ 異な る暴露時間 で の オ ー トラ ジオ グ ラ ム の 測
定に よ り結果の 再現性を確認 した .
Ⅲ . cD N Aライ ブラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
1 . ヒ ト 網膜 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
ヒ ト網膜特異的 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー か ら得 られ た H R G 4の
cD N Aク ロ ー ン (H R G 4-p) を プ ロ ー ブ と し て 入gtllフ ァ ー ジ
を ベ ク タ ー と した ヒ ト網膜 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ
ン グ し た . 1×106 プ ラ ー ク 形 成 単位 の フ ァ ー ジ を 大 腸菌
Y1090株と37 ℃で15分間培養 し, 15c m プ レ ー ト20枚に 分けた
L B培地 上 に 播 い て 3 2 ℃で 一 晩培養 し た . 培養 後 フ ァ ー ジ
D N A を培地上 で B iotr ans ナ イ ロ ン メ ソ ブ ラ ン (IC N)に 5分間
転写し 0.5 M水酸化ナ トリ ウ ム お よ び 1.5M NaClか らな る溶液
で 5 分間変性 し た 後 0.5M Tris-H Cl(pH7.5) お よ び 1.5 M
NaCl か ら なる溶液 で 5分間中和 した . Ⅱ - 2 . と 同様に 32P に
て標識 した H R G 4-p を プ ロ ー ブと して Ⅲ - 3 . と同様に メ ソ ブ
ラ ン とノ ＼イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン させ 一 次 ス ク リ ー ニ ン グを行 っ
た . オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー 後, プ レ ー ト 上 で 各陽性 プ ラ ー ク
に 対応する部位に つ い てそ れ ぞれ50箇所ず つ 爪楊枝 に て 培地表
面を擦過 し , 大腸 菌 YlO90株 を 表 面 に 播 い た L B 培 地
(E-LIう)上 に 格子状 に 移 し, 37 ℃で 6時間培養 した 後 に メ ソ ブ
ラ ン に 転写 して 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ と 同様 に ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン を 行 っ た . 各陽性 プ ラ ー ク を 50m M Tris-H Cl(pH 7.5),
10mM 硫酸 マ グネ シ ウ ム , 100m M NaCl, 0.01%ゼ ラ チ ン か ら
なる溶液に て 希釈 して 再度 E-L B 上に 播き培養 して 得 られた 単
一 プ ラ ー ク をそ れ ぞれ50個ず つ 格子状 に 2枚の E-L B 上に 移 し
た. 培養後1枚を メ ソ ブ ラ ン の 転写 お よ び ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン に 用 い , 得 られ た 陽性 プ ラ ー ク と 同位置の プ ラ ー ク を 他
方の プ レ ー トか ら分離する こ とに よ り 純粋 な ク ロ ー ン を得た .
各ク ロ ー ン の 挿入 配列を挿入部位の 両 側に 位置す るプ ライ マ →
を 剛 ､て P C Rに て 増幅 し , fm oI D NA Sequ e n cing System お
よび PC Rに 使用 した プ ラ イ マ ー に よ っ て 塩基配列の 一 部を 決
起した . Ⅱ - 3 . の ノ ー ザ ン プ ロ ッ トの ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ
ン の 患果と 比較 して H R G4の ほ ぼ全長を 含む と 考え られ る ク
ロ ー ン (H R G 4-f)に つ い て ほ , 250mlの L B液体培地に て溶菌
液を作製 し Qiage n La mb da Ma xi Kit(Qiage n, C hats w orth,
US A) を用 い て フ ァ ー ジ D N Aを 精製 し , 制 限酵素 Ec o RI
(Gibc oB R L)お よび NotI(Gibc oB R L)に よ り挿入 配列を切 り
出して pBlu es cript に 挿入 し (pH R G4-f), 塩基配列決定な ど の
実験に利用 した .
2 . ラ ッ ト網膜 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
H R G 4-f を プ ロ ー ブ と して 入gtllフ ァ ー ジを ベ ク タ ー と した
ラ ッ ト網膜 cDN A ライ ブラ リ ー を Ⅲ - 1 . と 同様 に ス ク リ ー
ニ ン グ した . R RG4 の ほ ぼ全長 を含 む と考 え られ る ク ロ ー ン
(RR G4-f)に つ い て は , Ⅲ - 1 , と 同様に フ ァ ー ジ DN A を精製
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し, 制限酵素 Ec oRIに よ り挿入 配列 を切 り出し て pBlu es cri-
pt に挿入 し(pR R G 4-f), 塩基配列決定 な どの 実験に 利用 した .
Ⅳ ∴ 試験管内転写お よび 翻訳
H R G 4cD N Aク ロ ー ン で あ る pH R G 4-f を制限酵素 Stu I
(Gibc oB R L) を用 い て 3
'
非 翻訳領域で直線化 し, CD N Aの 上
流に 位置す る T 3 プロ モ ー タ ー を 利 用 して 試験管内で 転写 し
た
.
StuI で 直線化 した cD N Aク ロ ー ン 1p gを鋳型と して10単
位の T 3 R N A ポリ メ ラ ー ゼ(Stratage n e)を加え て37 ℃で45分間
反応を行 っ た . 反応後の 溶液を フ ェ ノ ー ル 抽出お よび エ タ ノ ー
ル 沈殿 し, 約 1～ 2鵬 の 転写 された R N Aに ウ サ ギ網状赤血球
ラ イ セ ー ト (Str atage n e) およ び 35S- メ チ オ ニ ン (Du Pont) を加
え30℃ で 1時間翻訳反応を行 っ た . 翻訳後 の 溶液 を 1 2 % S DS-
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲル で 電気泳動 し濾紙上 で 乾燥 させ た後 ,
24時間オ ー ヤ ラ ジ オ グラ フ ィ ー を行 っ た . ま た R R G4cD N Aク
ロ
ー ン で ある pR R G 4一王 を制限酵素 Stu I(Gibc oBRL)ま た ほ
Ma e Ⅲ (Gibc o BR L) で 直線化 し , T7R N A ポ リメ ラ ー ゼ
(Str atage n e)を 用い て同様に 試験管内で転写お よ び翻訳を行 っ
た . 翻訳反応の 陰性対照実験と して , 鋳型とな る R N Aを 加え
な い で 同様の 反応を行 っ た .
Ⅴ . 組織内ハ イプ リダイゼ ー シ ョ ン
ヒ トお よび ラ ッ ト の 摘出眼球を 4% パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド
を 含む リ ン 酸緩衝液[1 0m M リ ン 酸 (pH 7.2),1 30m M NaCl〕 を
用 い て ヒ ト では 4時間あ るい は ラ ッ トで ほ 2時間4 ℃に て 固定
した . 固定中に ヒ ト 眼球に は 2時間後に角膜に , ラ ッ ト眼球 に
は30分後に 赤道部に それ ぞれ 切開 を 入 れ 固定液の 浸透 を促 し
た . 固定終 了後 , 赤道部に て眼球を全周切開 して前限部を除去
し, 30% シ ョ 糖を 含む リ ン 酸緩衝液中で 4 ℃に て 一 晩浸透さ せ
た 後 , 0.C,T. コ ン パ ウ ン ド(M iles, Elk hart, U S A)中で 液体窒素
を用 い て 凍結 し , 6〟m の 厚さ で切片を作製 した . ヒ ト眼球 で
ほ , シ ョ 糖液 に 浸透さ せ る前に 後極部ある い は 周辺部 に お い て
約 1×lc m の 強膜を含 む網脈絡膜組織片を作製 した . 凍結切片
を 2〟g/ml の プ ロ テ ア ー ゼ K に て 室温 で10分間処理 した 後 ,
0.25% 無水酢酸, 0.1 M ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン (pH8.0)か らな る
溶液中で10分間ア セ チ ル 化 した . そ の 後凍結切片を エ タ ノ ー ル
を 用 い て 脱水 し , 50%ホ ル ム ア ミ ド , 300m M NaCl, 20m M
Tris-H Cl(pH8.0),5m M E D T A, 1倍濃度デ ン ハ ル ト液, 1 0%デ
キ ス ト ラ ン 硫酸 , 10m M ジチ オ ス レ イ ト ー ル (dithiothreitol,
D T T), 0.1 % S D S,100pg/mlサ ケ精子 D N Aか らな る プ レ ハ イ プ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液中で50 ℃に て 2時間反応さ せ た . プ ロ ー
ブと して用い た塩基配列ほ H R G 4cD N Aの ポ リ A 末端か ら
569bp あ るい ほ RRG 4cD N Aの ポ リ A 末端か ら 360bp で あ
り , T3あ る い は T 7 RNA プ ロ モ ー タ ー を 両 側 に も っ た
Blu es cript ベ ク タ ー の ク ロ ー ニ ン グ部位に 挿入 され た . ハ イ プ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ に 用い た R N A プロ ー ブ は , [α-35S】rC T P
(Du Po nt), T 3あるい ほ T 7RNA ポリ メ ラ ー ゼ を用 い て IV . と
同様に 試験管内転写反応に よ っ て 合成 され た . 35S で ラ ベ ル さ
れ た R N A プロ ー ブ を 1×1 0
4
cpm/FLl の 濃度に て 1切片あた り
6恥lの プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 溶液と混合 し, 50 ℃ にて 一
晩切片と 反応 さ せ た . 未反応 の プ ロ ー ブ を 除 去す るた め に ,
30pg/ml の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A を含 んだ 500m M NaCl,1 0mM
Tris- H Cl(pH 8.0) か ら な る溶液 に て37 ℃で30分間処理 した . そ
の 後, 切片を65 ℃の 2倍濃度 S S C中で30分間つ い で65 ℃の0.1
倍 濃度 SS C中 で 2 0分間 2回洗 浄 し , N T B 2写 真乳剤
(Ea stm a nKodak, Ro che ster, US A)を 用い て 4 日間ミ ク ロ オ ー
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トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た . た だ し, 生後 0 日 お よび10 日の
ラ ッ ト網膜 に つ い て は 8 日間 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ
た . 切片を現像お よび 定着後に へ マ トキ シ リ ソ と ェ オ ジ ン で 弱
く染色 し光学顕微鏡 に て観察 した .
Ⅵ . 種 々のl甫乳類からの D N Aを用い た サザ ンプ ロ ッ ト
マ ウ ス , ウ サ ギ , ブタ , ウ シ お よ び サ ル の 染 色体 DNA は
Clo nte ch から入 手 され た . ヒ ト染色体 D N A は正 常 ヒ ト 線維芽
細胞か ら抽出 され た一丁) . それ ぞれ の D N A lOJ唱 を制限酵素 Ec o
Rlで 処理 し フ ェ ノ ー ル 抽 出お よ び エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 行 っ た
後 , 0.8% ア ガ ロ - ス ゲ ル を用 い て 電気泳動 し Biotr a n sナ イ ロ
ン メ ソ ブ ラ ン (I C N)に 転写 した . Ⅱ - 2 . と 同様 に 32P に て標
識 した H R G4-f を プロ ー ブ と して 転写後 の プ ロ ッ ト と1 6時間42
℃に て ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ぎ ン させ た . ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ソ 後 の プ ロ ッ トを 2倍濃度 S S C,0.1 % S D Sに て30分間室温で洗
浄 し, 0.1倍濃度 S S C, 0.1 % S D Sに て20分間42 ℃で 洗浄を繰 り
返 した 後, - 70 ℃ にて 72時間オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ
た .
Ⅶ . E R G4 お よぴ R R G 4の ア ミノ酸配列の コ ン ピ ュ ー タ解
析
Ge n align プ ロ グ ラ ム (Intelli Ge n etic s) を 用 い て H R G 4と
R R G4 の ア ミ ノ 酸配列 を対比 した . 予想 され る タ ン パ ク の 2次
構造 , 分子量 , 等電点お よ び疎水 性を Pep プ ロ グ ラ ム (Intelli
Gen etic s) に よ っ て決定 した , ア ミ ノ酸配列中の 種 々 の モ チ ー
フ の 有無を Pro site 辞書を 用い て M otifs プ ロ グ ラ ム (Ge n etic
Co mputer Gr o up) に よ っ て 調べ た .
成 績
M ur akami ら
1 1)の 報告に 基づ い て 作製 され た ヒ ト網膜特異的
A 1 2 3 4 5 6 7 8 910
ki10ba se
4.4 -
Fig .1. Northe rnblot a n alysis of H R G 4 in hu m a.n tiss u es.
Te nFLg OftotalR N A fr o m va rious hu m a ntiss u e s or c ells
W aS ap plied in e a ch la n e : retin a(1a n el), C Or n e a(1a n e2),
iris (la n e3), r etin al pigm e nt epithelial(R P E) c ells frorn
adult (1a n e 4), R P Ec ells fro m infa nt (1a n e 5), Skin
fibr obla st(la n e6), adult br ain(1a n e7), fetal brain (1an e8),
lu ng (1a n e 9), kidn ey (la n el O). (A) hybridiz ed with
3 2p-1abeled H R G 4pr obe; the tr a n s cript of ap pr o xim ately
l.4 kiloba s e s w as obs er v ed' o nly in the retin a. (B)
hybridiz ed with the hu m a nβ- a Ctin probe to che ck onthe
qu a ntity a nd qu a.1ity of R N Apr es e nt in e a ch la n e.
Positio n s of the siz e m arke rs ar e sho w n.
王
C AG C CG GC G昌A GG CAG CG G昌∝ CÅG CA G Cま∝ C G 誠 CC TさG GC CC C G CAi∝ C垂如占GTG AG姐 G昌G CGGC ∝ miGG C CC G GAC昌 9 0
He tLys V al Ly$LysG IYGlyGtYG lyAlaG IYThr 1 2
9 1 G CGACG G AGT ⊂CG CT C CG GG GC CC T CG G GCAGAGC GTG C CC C CAT AC CÅCAG CCG C CT G CG GA ÅT CC G AA T CT GG GT C CG A GTC AG 18 0
1 3 A⊥a ThrGluSe rA la P r oGlypr ose rGlyGlnse rValA laPr o工Iepr oG lnPr oPr oAlaGluSe rG luSe rGIYSe rG luSe rGlu 42
18 1 CC G GÅC GC ÅG G CC C^G GG CC CAGG CC G GG G CC C CTG CAGA G GA AG CCGA ,【℃GG GC CC G AG GAC TC Crl℃C GG CTG CAG CG GA T CA CC 27 0
4 3 P r oA$pAlaG lyPr oGlyp r o A rgProGlyP r oLe uGlnArgLysGlnPr oI leGlyPr oG lu A spVal Le uGlyL e uG lnArg= 1e Thr 7 2
2 7 1 G G TG A C TÅC C TC T GC T CC CC TGÅGG A G AAA TC TÅC AA GA T CG ACrrr m TC A GG TIrIIA AGA m CG GG AC A TG G ACTC AG GC ^ C TGTCCTC 36 0
73 G ly s^pTy rLe uCysSe rPr oGluG luAs nIleTYrLys= 1eAspP heVal ArgPheLy8IleArgAsptf e ヒA spSe rG lyT hrVal Le u lO 2
3 6 1 m^A A.PC A AG ^ ^G CC CC C ^GT CT CAGA A CG G でT C C CAでCAAC C GG C GG G ^C CTG G AC C CA ArrG C｢て;G G CGC mTC C G CT ÅCCAG 45 0
103 pheG lu工Ie Lys上･yS P r o p r oVal Se r
' Glu Årgi･C uPr o工1eAs nArgArgA spLe uAspP r o A s nÅlaClyArgPhe V al ArgTYrGln 13 2
4 51 r r CA CG C CT GC CrrT C CT C GC CT℃A G G CA G GTG GGGC CÅC T G AG TT C A CAG TG G GA ACAAGC CT GT C AA CA ACrlT C C G CA TG A,11C 54 0
1 33 Phe'l.hrpr oAlaphf≧Le じAこgLe u A rgG lnValG lyA laT hrval Glu pheT hr v al GlyAspLysP r oValAs nA s n PheArgM e ヒIle 16 2
5 41 G ÅG A CGCACTA⊂T でCC G CAÅC CAG T AC T C AA Å且G CT T CCA C ででC CA C TT でGG CT でCTG C AT C C CÅGC AG C AA GA A CA CC T G CG AG CÅC 63 0
1 63 G lu A rgHisでyrPheArgAs nGIJILe uLe uLYSSe rP heÅ$pP heHispheGlypheCy$工IePr oSe rSe rLysAs nT hrCy sG lu11is 19 2
6 31 A TT r AC GA m C C CC C TCT C TC CG A GGÅG TGAT CA G CG AG AT G ATC CG C CA CC CG TA T GA GAC CC ÅG TCTGAC入G CT TC T^CrI TC GTG 72 0
1 93 I l(汀 YrAsp PhePr oPr oLe uSe rG lu･G luLe uI leSe rGlu M e ヒ工1e^rgIlispr oTYrGluT hrGlnSe r^ spSe r Phe TIYrP hcVa1 22 2
7 21 G AT G AC CG Cさm TC A TC CicA AT Å)LA｡ C去G AC T A TT CCiA ｡ A｡ ｡ G｡ ｡ A昌ÅC ｡壷如占｡ACG｡Cm C昌｡Tt;A｡｡ ｡CA去G A GG C T｡ CA昌 81 ｡
2 23 A$pÅspÅ柑Le uVal凹eヒRl$Ås n工Jy SA la Å 8郎VrSe r7YrSe rGlyTbrpr oEnd 24 0
8 11 T rC TG G GC TG GG A GC TG T GA CCTCC CC A AC G CT C^ CCCC で AAC CCC A^G TC C TC TG CT TG G GG AG r rCTC CAG GA GC T CC G GÅC ⊂C TG A 90 0
901 G TC ÅAlr G.m ℃GG ^ GG A^ G GG T^ CC T GG,エ℃Fl●CC C CA G T CÅAC C CC A TG A ÅG C ⊂C Ar[℃C G C T GC TA CA TG G G GTC G GG TC G T AG GG ÅGG C 99 0
9 91 T G■ m CC TC CA C GT CTA G AA GGCC でGて℃ÅGAGGA GCAGTC AG GACT TC CG G ÅC ÅA CT IlÅG CT GG GC CCrrA で¶コG G C CC A AG 叩 CA G I O8 0
1081 A AT AG T GTT C CC ⊂TA TC AA G GC TG TGAC TAGA T CA GC A GG GA TC CA TTC CC T GT CC CC TG C CC AC TA CC TT CÅG GC C ATTT AG AGTm T l 17 0
1 1 7]. A Å^ 1T r AC AA AG ^ TC CA CG G¶; GG T C C AGTG CCAÅG C CA C CC A AG G GA GrL℃TGG G CC CT A GG C⊂TA GC C C CA TC CC TC C C CA TG AG G G 12 6 0
1 2 61 G CC ÅA G ÅC AC■ 氾C CでAÅGG でG T■GGG ÅG GG A C℡G GC T GÅG Å m C AG C C CA ℡G G でÅG G 且G CT G GÅCC ÅÅ m ℡ÅでÅでAm TCA AT A AAC 13 50
13 5 1 m ででC CででワTC でGm ℃
Fig.2. Nu cle otide a ndPdedu c ed amin o acids equ en c e of H R G 4cD N A. The putativ etr a n slatio ninitiatio n a.nd ter minatio n c odons
ar ebo x ed･ T he c o n c eptu altra n slation yields a240
- amino a cidprotein ･ T he polyade nylatio n sign al at n u cle otide 1344 i
s
u nderlin ed.
新 しい ヒ ト網膜特異的 cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ









































































































































































































































1 2 4 - 1 2 7 モu rn
1 2 7 - 1 3 4 beヒa
1 3 5- 1 4 2 alpba
1 3 7 - 1 4 3 be 亡a
1 4 4 - 1 4 9 alpha
1 4 5 -1 5 1 be亡a
1 5 6 -1 6 2 be ヒa
1 5 8 -1 6 5 alpba
1 6 5 -1 7 2 beヒa
1 6 7 -1 7 0 ヒu rn
1 6 8 - 17 3 alpba
175 - 179 beヒa
1 8 3 - 1 8 6 亡ur n
1 8 6 - 1 8 9 ヒu r n
1 8 8 - 1 9 4 be亡a
1 8 8 - 1 9 1 亡u r n
1 9 1 - 1 9 6 alpba
1 9 7 - 2 0 0 亡n r n
1 9 8 → 2 1 0 alpba
2 1 0 - 2 1 3 亡u r n
2 1 5 - 2 1 8 tu r n
2 1 7 - 2 2 0 ヒu r n
2 1 8 - 2 2 2 be 亡a
2 21 - 2 2 6 alpha
2 21 -2 3 3 alpba
2 2 3 -2 2 6 ヒu r n
2 25 -23 0 beヒa
2 3 3 -2 3 6 ヒur n
ヒu r n 2 3 6 -2 3 9 ヒu r n
-1 2 5 ヒu r n
Fig･3･ T he se c o ndary str u ctu r e of H R G4pr edicted by the
Cho u a nd Fas m a n algorithm . Av er age prope n sity for
α-helix, β-She et and tur n w a s c al ulated for e ach s egm e nt
Of the pr otein s equ e n c e, a nd the ty pe of stru ctur e with
the highe st s c or e of prope n slty is listed be side the
C Orre SpO nding a min o a cidre sidu e s.





So uthe rnblot a n alysis･ Te nJlg Of ge n omic
D N A fr orn v ario u s spe cies w a sdigested with Ec o RI.
eIe ctr ophores ed, a nd blotted. T he blot w a shybridiz ed
With 32p-labeled H R G4 probe . La n esl, hu m a n; 2,
m o nkey ;3, C alf; 4, pig; 5, rarb bit;6, m O u Se. Siz e
m arke rs ar eHind Ⅲ-digested 入D N A.
50 60 70 8 0
王
GGCAG CG GG占G AG G AT CT G占G GCC CC GC GÅG C払 昌G でGAAG A AG昌G CGG CG GC G昌GAC ⊂G GA CC昌GGGCG GAGさc cG ･ m CCT 88
M e tLysVal工･ySLy sG 】yG･LyGコyG〕yThrGl ypr oGlyAlaclupr ovalp r o 1 8
89 GG G GC CT GA Å CCG GAGC G･L GGA GCC CÅCG CG GGAGC ntGG GG ⊂G G入 A C CG ÅGT C CGGGTC CGA GTCGG AG CCGG A GCC AGG CC CG GG G 178
19 Gly A⊥aSe rAs rLArgSe r V alGluPr o Thr A rgGlu P r oGlyAlaGluA laG luSe rG lySe rGluSe rGlu p r oGlu p r oGlypr o Gly 48







49 Pr oArgL e uG LyPro l･e uG〕nGlyLy sGln p r o IleGlyp r oGlu^spV alIJe uGlyl･ euG】nA rgユユ eThrGlyAspTYr L･ C uCysSe r
2 69 C CTG A GGA A 入A TAr C TAC A入GA でT G 入CTrr･C CTCAG(;TでCA A G ^ T CC G GG A CA TG GÅCTCA GG GAC
r
IY; m･C m Y m A A TCA AGA AG CC
79 P r oG luGlu A s n Ile Tyr Lys Ile入SpPheV alA rgPhe Ly sIle A rgÅ 8p M e 亡A印 Se rG IY
r
Phr V al Le uphe GluI:leLys Ly s p r o
3 59 C CT Gm T C CGA ACG G TTGC CCÅ TCA ^CCG G CGGÅCCTGGA CCC CÅ A TG CAGG GCG C mて汀 TCGA T C^ CAGT TC AC入CCTGCCrr TC CV C
l O9 P r o V alSerGIu ArgLe u P r o Ile 入S = 爪 rgA rg A $PL e u Å spP r o A snÅlaGlyArgPhevalÅ rgTYr GlnPhcThrPr o AlaP heI, e u
44 9 CC CCT A G^ GC AG GT G CAG CCAC GGT GG^GrrT CAC^ G･⊥G G GAGAC 九 ÅGC CG GTC A C^ AC mtCCGC ÅrtVA T TG ^GAGCCAC TACr llT CGA
13 9 A rglJ e uArgGln v al GIYAla ThrVa】Glu PheThr V alG lyA spLy s P r oVa〕･A s n A 8 n Phe A rgM c t IleG lu∧rg【lisTyrI-h cArg
53 9 A 入CC AGCT CC TCA^A ÅG CTC G^CnT C CÅ⊂ Ⅷ Crr TCT G C^r llC CCAG C AG CA AG A ACA C･1tGTGA GCA CAT m TGACTでCCC G CCT
16 9 ^ 9rlGlrlTle uエIe u IlySSe rP heAs p phe上i s pheGIYpheC YSTlepr oSc r S e r T･ySAs nT hr CysGluH is工1elyr ÅspPhepr o p r o
62 9 CTC●1LCCGACG ^GC TA A TCAG T G^GÅ TGA･rTtCG TCÅT CGrTlÅ
･
1G AG A CACAG･1℃ rrGACA GC･1T C･11AC T･rT GIGC ArrTCArrC GCTG GTG∧TG
19 9 l｣e uSe r GluGユu T･e u IleScrGlu Me ヒェ1cATg=i畠 P r o TyrG Iu ThrGlnsc rAsp Ser Phe Tyr phc V alAspA spA rgL e u V alt 4e t
71 9 CÅcA ACA G^ GCまGÅCT A T TCCふAC^ GCG GGAさcc c位 cふ｡CA^ CACで｡さ｡CCrrGAG GCic･rG C CC TGGi｡｡ Cl｡rtG ｡ふG^｡ CT C111















80 9 CC AACA CTGCrPC T 肌■lY T6GGC ATGG rIICC AG11 GCTCqtG GÅC CC･l･GAGT C AGrrC･1T GA GAG GAAG GTT C CCCA GCÅ1LC CT AG GC AA GC 898
899 CT CTGAA GCrm GTGGG ÅG GGA C AG CTCGGGAGACT G TCCC C^TG m AGG AAG GC CT CC TGCAA AG GA G ACTT℃C GG入TG CCTC ^C･PÅ 988
989 G Gl℃CAC TGG CC TG ^ G m CA GAGT AGTGTT CCCr TCTT G ACTG TGACTA GA TCAG GT TAG GG AlてCC T･ 柁CC でGT CC C m CCCACCA lO7 8
1 O79 C C TC A GGG.1℃rrTATlÅG TCÅCÅ G^ CA A^ GATC C^C AT TG GGTA CC CTG GT C TC^G でCC TG CC CTC CT CC Al℃AGGGCCAAGÅAAC 愕 11 6 81
1 169 C C CGAGG℡G TGA G CG G GG TG GGl℃CA ATT GC AA⊂CTG TAGGÅCCTG GACAA AC TGユ且TA TIAGTT mCAA T ÅAAC CrrTTCTGTT ZLh W 12 5 B
Fig･5･ Nu cIe otide a nd dedu c ed amin o a cidsequ en c e of R R G 4cD N A. T he putativ etr a n slatio ninitiatio n a ndte r min atio n c odo n s
ar ebo x ed･ T he c on c eptu al tr a n slatio n yields a 240
-amino a cidprotein ･ T he poIyade nylatio n sign al at n u cle otide 1 237 is
underlin ed.
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cD N Aラ イ ブ ラ リ ー か ら得 られた 各 ク ロ ー ン の 塩基配列を全 部
あるい は 一 部決定 し, デ ー タ バ ン ク と 比較 した . 既知 の 遺伝子
と 一 致 しな い 塩基配列 をも つ CDN A ク ロ ー ン に つ い て 10種類
の ヒ ト鼠織ある い は細胞 か ら の 全 R N A を用 い た ノ
ー ザ ン プ
ロ ッ ト法に よ っ て m R N Aの 発現量を調べ た 結果 , 網 膜だ けに
高い 発現を 示 す ク ロ ー ン を 見出 し, これを H RG4と 著者は名付
け た ( 図1). ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト 法 の 結 果か ら推定 さ れ る
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Fig.6. A lign m e nt of H R G4a nd R R G4･ H R G 4and R R G 4
a min o a cid sequ e n c e s w er e align ed by the Ge n align
pr ogra m. Ba rs r epre se ntide nticalresidu es･ A c o n se n s u s
sequ e n c eis sho w n with up pe r ca s elttersbelo w e a ch
align ed s egm ent, indicating c o mpleteIy c o n ser v ed r esidu es･
A 1 2 3 45 6 7 8 9 1 0
kilobaso
Fig. 7. Northem blot a.nalysis of RRG4 in rat tis su es. Te n
p g of total R N A fr o m v ario u s r at tis s u e s w a s ap plied in
e a ch la n e : retin a(1a n el), he art(1an e2), m u S Cle(1a n e3),
adr e n al(la n e4), te Stis(la n e5), brain (la n e6), Sple e n(la n e
7), kidn ey (1ane 8), 1iv er(1a n e9), 1u ng (lan elO). (A)
hybridized with
32P-1abeled R R G4pr obe;the tra ns cript of
ap proxim ately l.3 kiloba s es w aspr es e nt only inthe retin a.
(B)hybridized with the hu m a nβq actin probe. Po sitio n s of
the siz e m arke rs a re sho w n.
H R G 4の m R N Aの 大きさ は約 1.4 k塩基 で あ っ た が , 得られた
H R G4ク ロ ー ン の 挿入 配列 は 569bp で あ っ た た め , こ の ク
ロ ー ン を プ ロ ー ブ と して 入gtllフ ァ
ー ジを ベ ク タ ー と した ヒ ト
網膜 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ した . そ の 結果
1381bp か ら な る ク ロ ー ン (H R G 4Tf) の 単離 に 成 功 し た .
H R G4-f は55番目の 塩基か ら始 ま り240個 の ア ミ ノ 酸 を 規定す
る7 20塩基長 の オ ー プ ソ リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を有 して い た
( 図2). コ ン ピ ュ ー タ 解析 に よ る と , 推定 され る H R G4タ ン パ
ク の 分子量は 26,964 Da, 等電点は5.96で , 全体的に 親水性であ
り膜貫通部位 を示 唆す る疎水性領域は なか っ た . C bo u ら欄 に
よる タ ン パ ク の 二 次構造の 予測で は , H R G4 の ア ミ ノ末端側1
/4 は残 りの 部位 と は異 な り タ ー ン が主体で あ っ た (図 3). こ
の 部位 で は ア ミ ノ 酸組成上 グ リ シ ン と プ ロ リ ン が ともに 約20%
と豊富 で あ っ た . H R G 4タ ン パ ク に 含 まれ る と 推定 され る モ
チ ー フ と して , カ ゼイ ン キ ナ ー ゼ J , プ ロ テイ ン キナ ー ゼ C お
よび チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ に よ る リ ソ 酸化部位 が み られ た が , シ グ
ナ ル 配列や グ リ コ シ ル 化部位は み られ なか っ た .
HRG4 遺伝子が他の 種 に お い て も保存さ れ て い るか を調べ る
た め に サ ザ ン プ ロ ッ ト法を用 い た . H R G 4-f を プロ ー ブ と して
マ ウ ス , ウ サ ギ , ブ タ ▲ ウ シ お よ び サ ル か らの D N A とハ イ プ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 結 果 , 上 記 の す べ て の 種 に お い て
H R G4 と 類似す る遺伝子配列の 存在が確認 され た (図4 ). そ こ
5 5 H RG4 775 1 01 4
Stul
AT G
35 R R G4
TGA
7 55799 95 2
Ma ¢m Stut
1 2 3 4
Fig.8. Jn vitro tr a n scriptio n a nd tra n slatio n. (A) H R G4
cD N Aclo n e w a slin e ariz ed with Stu I in the 3
'
no n c oding
r egio n,
.
a Sindic ated by the arr o w･ a nd tr a nsc ribed into
R N Au sing T 3 R N Apolym er a se. R R G4 cDN Aclo new as
c ut with Stu I orM a e Ⅲ, and tra n s cribed with T 7 RN A
polym er as e. R N Atr a n s crlptS W erethe n tr a n slated in
vitr o u sing the r ab bitr etic ulo cytelys ate with in c orpor atio n
of 35S- m ethio nin e. Ha.tched box es ar ethe ope n re ading
fr a m e s, a.nd the n u mbers r ef rto the po sitions oftr a nsla
-
tio n in itatio n(A T G) a nd termin atio n(T GA) c odo n sand
the r estrictio nsite sfr o mthefir st ba s e of the cD N As. (B)
Auto radiograph of S DS
-
pOlya cryla mide gel ele ctrophor esi
s
ofthe tr a n slatio npr odu cts with differ e nt te mplate R N As･
R N Ate mplate s m adefr o mH R G 4cD N A digested withStu
I(la n el), R R G 4cD N A dige sted with Ma e Ⅲ (1a n e2)a nd
R R G4cD N A dige sted with Stu I (la n e3) ar e sho w n･
Lan e4, n Ote mplate R N A.
新 しい ヒ ト網膜特異的 cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ
で ∴網膜 に関 して比較的種 々 の 実験 を行 い や すく マ ウ ス と同 じ
誓歯類で ある ラ ッ ト に お い て ▲ H R G 4の 相 同遺伝 子 で あ る
R RG 4 をク ロ
ー ニ ン グす るた め に H R G 4-f を プロ ー ブ と して
ラ ッ ト網膜 cD N Aラ イ ブ ラ リ
ー を ス ク リ ー ニ ン グ した . 得 ら
れた ク ロ
ー ン を P C R お よ び塩基配列決定に よ っ て 解析 し , 最
も塩基配列 の 長い ク ロ
ー ン (R RG4-f)を pBlu e sc ript ベ ク タ ー に
サ ブク P
- - ニ ン グ した . R R G 4-f は 1 264bp か らな り , 35番 目の
塩基か ら始 ま り240個 の ア ミ ノ 酸を規定す る720塩基長の オ ー プ
ソ リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を有 して い た ( 囲5). コ ン ピ ュ ー タ 解
析に よ ると , 推定 され る R R G 4タ ン パ ク の 分子量は 27,050Da,
等電点ほ5.73 で, H R G4と同様の 親水性 と 二 次構造が推定 され
た. R R G4 タ ン パ ク に 含 まれ る と推定 され る モ チ ー フ と して ,
カ ゼイ ン キ ナ ー ゼ Ⅰ , プ ロ テ ィ ソ キ ナ ー ゼ C お よびチ ロ シ ソ キ
ナ ー ゼ に よ る リ ン 酸化部位 お よび22番目の ア ミ ノ 酸で ある ア ス
パ ラ ギ ン の 位置に グリ コ シ ル 化部位が み られ た が , シ グナ ル 配
列はみられなか っ た . H R G 4と R R G4の ア ミ ノ 酸配列を比較す
ると , 全体で92%
一 致 して お り , 非常に 高い 相 同性を 示 した .
部分的に 比較す ると , タ ン パ ク の ア ミ ノ 末端側 1/4 ほ68% の
相同性であ っ た の に 対 して , 残 り 3/4 は10 0% 一 致 して い た
(図6).
R R G4-f を プ ロ ー ブ と して 成熟 ラ ッ ト の 網膜 ▲ 心 臓 , 骨格筋 ,
副腎, 精巣, 脳 , 脾 , 腎 , 肝 お よび 肺を 用 い た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
GC L
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い ＼ イ ブリ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を行 っ た と こ ろ , 網膜に お い て の み
R R G 4の 強い 発現が み られ た(図7). こ の 結果 ほ H RG4 の網膜
特異性と 一 致 して い た . ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト法 か ら推定 され る
R R G 4の m R N Aの 大き さは約 1.3k塩基で あり , 1 264 bp か ら
な る RR G4-f はRR G4 の m R N Aの ほ ぼ全長を含む と考え られ
た .
H R G 4お よ び R R G4･に 含 ま れ る オ ー プ ン リ ー デ ィ ソ ダ フ
レ ー ム か ら実際 に 推定 され るような タ ン パ クが 合成され うる か
を 調 べ る た め に , 試 験 管 内転写 お よ び 翻 訳 を 行 っ た .
pBlue s cript ベ ク タ
ー に 組み込 まれ た H R G 4-f お よ び R R G4-f を
終止 コ ドン の 下流 で制限酵素に よ っ て直線化 し, そ れ ぞれ
′
r3
お よび T 7 プロ モ ー タ ー を利用 して R N Aに 転写 した . 転写さ
れ た R N A は,
35S-メ チ オ ニ ン の 取 り込み と ともに ウサ ギ網状赤
血球 ラ イ セ ー ト に よ っ て タ ン パ ク に 翻訳 さ れ た . 反応産物 を
S D S-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲル で電 気泳動 しオ ー ト ラ ジオ グ ラ
フ ィ ー を 行 っ た 結果 , H R G 4 からは 35kDa お よび R R G4 か ら
は 33k Da の 位置に バ ン ドが検出 され た(図8). 塩基配列決定 の
誤 りに よ る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の ずれ の 可 能性を除
外す る た め に , R R G 4に つ い て 終止 コ ド ン の 下 流 2 箇所 で
CD N Aの 直線化を行 っ た が ∴翻訳産物 の 大き さは変わ らなか っ
た .
網膜 内で の H R G 4の 発現部位を決定す る た め に , R N A プ
Fig･9･ In situ hybridiz atio n of H R G 4 in hu m a n retin a･ T he r es ult of liquide m ulsio n a utoradiogr aphy ofthe retin al.
s e ctio n sfr o m
mi d-peripher alregio n co u nter stain ed lightly with he m ato xylin a nd e o sin ar e sho w n. Hybridizatio n w asperfor m ed with a ntis e n se
(A)ors e n s e(B)riboprobe. G C L, ganglio n c ell laye r;IN L,in n er n u cle arlaye r; O N L, O uter n u Cle arlay占r;IS, in n er segm e nt;
O S, O utersegm e nt; RP E, r etin alpigm e nt epitheliu m. In addito nto r ods, S O m e C O n eS(arr o w)sho w hybridiz ed siBn alsin their





























Fig.10. De v elopm e ntal e xpr es sio n of R R G 4 in r at r etin a.
(A)Repr es e ntativ e n orther nblot a n alysis of R R G4with 8
Pg Of total r etin al R N As obtain ed fr o m r ats of the
indic ated ages. Hybridiz atio n w a s pe rfo r m ed with R R G4
0rβ-a Ctin pr ob占. (B)Repr e se ntativ ede n sito m etric a n alysis
Of the e xpre s sio n le v el of R R G 4. T he inte n sity of the
hybridiz ed R R G 4m e ss age at e a ch postn atal age w as
Sta nde rdiz ed with that ofβ-a Ctin, a nd the r atio co mpared
with the v alu e at postn atal day O w asplotted in logari-
thmic sc ale .
G
G C L産
Fig.1l. De v elopm ental in situ hybridiz atio n of R R G 4 in r atr etin a･ Retinals e ctio n sfr o m mi d
-
peripher alr egio n at po stn atal day
O
(A, B), 1 0(C, D), 3.0(E, F) a nd 270(G, H) w erehybridized with a ntis e n s e(A, C, E, G) o r s e n s e(B, D, F, H) ribopr obe of
R R G 4, a nd s ubjected to liquidem ulsion a utoradiogr aphy a nd c o u nter stain ed lightly with he m ato xylin a nd e o sin. G C L, ga nglio n
c elI layer; NB L, n e u r Obla stic layer; R P E, r etin al pigm e nt epitheliu m;IN L, in n er n u cle arlayer; O N L▲ Outer n u Cle arlayer;
IS,
inner s egm ent; O S, O uter S egm e nt. Sc ale, 50′(m .
新 しい ヒ ト網膜特異的 cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ
B
S- an柏e n
R R G 4
β- aCtin
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Fig. 12. Diu rn alpr ofile of S-a ntige n a nd R R G4e xpr es sio n. (A) Norther nblot with 8FLg Of total r etin al R N Aspr epar ed at the
fo urindicated tim epoints w a shybridiz ed with S-a ntige n, R R G 4and β-a Ctin probes. (B) Repre s entativ ede n sito m etric an alysis
Ofthe e xpr esio nle v elof-S-a ntige n(white squ ar e s)a nd R R G 4(bla ck dots)･ T heinten sity ofthe S-a ntigen a nd R R G4m e ss ages
at e ach tim e point w as plot ted a sthe per c e ntage of the ll: 00v alu e after n or m aliz atio n with β-a Ctin. A hatched bo x
indic atesthe dark period of the day.
ロ ー ブ を用 い て 阻織 内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た .
H R G 4 がフ ァ ミ リ
ー を 形成する タ ン パ ク の 一 点で ある場合 , ア
ミ ノ 酸を 規定す る塩基配列は フ ァ ミ リ ー 内で 相同性が高い 可能
性があるの で , 比較的特異性が高い と 考え られ る 3
'
非翻訳領域
の塩基配列を プ ロ ー ブ と して 用 い た . 成 人 ヒ ト網膜の 凍結切片
を作製し,
35
S で標識 した H R G 4の ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ と の
ハ イ プ ウダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た . ミ ク ロ オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ ィ ー の 結果 , 網膜 の 後極部お よ び 周 辺部 と も に 点状の 銀粒子
の集積ほ 主 に 視細胞内節 お よび 外顆粒層 に み られ た (図9). 視
細胞内節に はほ ぼ び ま ん性 に 銀粒子の 集積 がみ られ , エ オ ジ ン
で比較的濃く染ま る錐体内節に も銀粒 子 が存在 した . H R G 4の
セ ン ス プ ロ ー ブを 用 い た対照実験 で は ∴ 組織全体に ま ば ら な粒
子の 散在がみ られ た .
網峡の 分化 ･ 成熟 に 伴う R R G4 の 発現量 の 変化を調 べ る た
捌こ, 生後 0 日 から400日 ま で の 9つ の 段 階 に お い て ラ ッ ト 網
膜か
'
ら 全 R N A を抽 出 し ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト を 作 製 し て ,
RR G4イを プ ロ ー ブ と した ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た .
対照実験と して 敵織 の 種類あ るい ほ分化 な ど に よる m R N Aの
発現の 差異が比較的少 な い タ ン パ ク で ある βア ク チ ン を プ ロ ー
ブと して ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . β ア ク チ ン の 発現
は生後 0日か ら 7 日頃に 比較的強い 傾向があるもの の 定常的に
高い レベ ル で あ っ た の に 対 して , R R G 4の 発現は 生後0 日 では
非常に低く生後23 日に か け て 増加 し, そ の 後は ほ ぼ 一 定 と な る
債向を示 した (図10). βア ク チ ン の 発現に 対する R R G4 の 発現
の レベ ル を生後 0 日の 値 を基準と して比較す る と , 生後 0 日か
ら15 日卿 こか けて R R G 4の 発現は 指数関数的に 増加 し, そ の 後
の増加は鈍化 して 生後23 日頃以降は ほ ぼ 一 定 とな り , そ の 値は
生後0日 の レ ベ ル の 約100倍近く に 達 した .
十 乳 網膜の 分化 ･ 成熟に伴う R R G 4の 発現部位の 変化 を調
べ るため に
, 生後 0, 10, 30 お よび270 日に おけ る ラ ッ ト網膜の
凍結切片を作製 し,
35
s で 標識 した R R G 4の ア ン チ セ ン ス プ
ロ ー ブ との ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . H R G 4の 場合 と
同様 に 3
'
非翻訳領域 の 塩基配列 を R N Aプ ロ ー ブ と して 用 い
た . 生後 0 日で ほ 明 らか な銀粒子 の 集積は み られ なか っ た が ,
生後10 日で ほ外顆粒層お よび 分化 しつ つ あ る視細胞層に 銀粒子
の 集横が み られ た . 網膜 の 分化が完 了 した 生後3 0日 お よ び2 70
日 で はと もに R RG4 の 発現は 主 に 視細胞内節 お よ び外項粒層
に み られ た (図11). 網膜の 後極部と周辺部 で R R G 4の 発現部位
に 差異ほ み られ な か っ た . セ ン ス プ ロ ー ブを 用い た 対照実験 で
は生後 どの 時点 に お い て も明 らか な粒子 の 集積 はみ られ なか っ
た ,
視細胞特異的あるい は 光情報伝達 に 関与す る タ ン パ ク で は
m R N Aの 発現が 日 内変動を示 す こ と が 報告 され て い る19
､ 22)の
で , R R G4に つ い て ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ り日内変動 を調べ
た . 12時間毎 の 明/暗サ イ ク ル で 生後 よ り飼育 した 生後 2 ヵ 月
の ラ ッ ト を用 い て 明 サ イ ク ル の 1時 間前宰よ び 3時間後 , 階サ
イ ク ル の 1時 間前お よ び 3時間後 に 網膜 の 全 R N Aを 抽出 し
た . ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ソ の プ ロ ー ブと して R R G 4-f, β ア
ク チ ン お よ び 日 内変動が報告 され て い る19}21}S 抗原を用い て , β
ア ク チ ン の 発現量に 対する R R G 4 お よび S抗原 の 発現 レ ベ ル
を 評価 した . S 抗原の 発現量ほ暗 サ イ ク ル 開始1時間前 に 最大
で , 明サ イ ク ル 開始1 時間前に 最小 であっ た の に 対 し , R R G4
の 発現 レ ベ ル ほほ ば 一 定で あ っ た ( 図12).
考 察
本研究に お い て Mu rakami ら11)の 報告に 基づ い た サ ブ ト ラ ク
シ ョ ン 法忙 よ っ て 新 しい 網膜特異的 cD N A である H R G4の ク
ロ ー ニ ン グに成功 した . 特定の 組織あるい ほ細胞 に 特異的な発
現を示す遺伝子の 単離を目的とす る場合に ほ , 発現 して㌧､ る軋
織あるい は細胞 とそ の 他の 部位由来 の m RN A をcD N A化 して
436
両者に共通す る cD N A をハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ に よ っ て 除
去する サ ブ トラ ク シ ョ ン 法 が も っ と も有効な方法 の 一 つ で あ
る . 眼科領域忙 屈 い て Tr avis ら23)は正常 マ ウ ス の 網膜 と視細胞
層が変性 した マ ウ ス の 網膜由来 の cDN Aの 間 で サ ブ ト ラ ク
シ ョ ソ を 行い , こ れ を プ ロ ー ブ と して マ ウ ス 網 膜 の cD N Aラ
イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た . 得 ら れ た 視細胞特異的
CD N Aク ロ ー ン の ひ と つ が レ テ ナ ル デ ィ ジ ェ ネ レ ー シ ョ ン ス
ロ ー (r etin al dege n er atio n slo w) マ ウ ス の 原因遺伝子 で あ っ た
こ とか ら サ ブ ト ラ ク シ ョ ソ 法の 有 用性が証明さ れ た が , 多数 の
CD N Aを ス ク リ ー ニ ン グす る必要性が問題 であ っ た . そ こ で ス
ク リ ー ニ ン グ の 効率 を 上 げ るた め に サ ブ ト ラ ク シ ョ ソ 後 の
CD N A を二 本鎖 と し た 後 に リ ン カ ー ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 い
cD N Aラ イ ブ ラ リ ー を作製する方法
24) が 報告 された が , サ ブ ト
ラ ク シ ョ ソ 後の CD N Aが少量 で ある こ とに よ る 技術的困難 を
伴 っ て い た . こ れ に 対 しサ ブ ト ラ ク シ ョ ン 後 の CD N Aを リ ン
カ ー プ ラ イ マ ー を利 用 した P C Rに よ っ て増幅す る こ と に よ り
ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る方法25)が 報告 さ れ た . Mu r akami
ら
Il) もリ ン カ ー ラ イ ゲ ー シ ョ ソ , サ ブ ト ラ ク シ ョ ソ お よ び
P CR を組み 合わ せ て ヒ ト網膜特異的 cD NA の 濃縮 され た ライ
ブ ラ リ ー を 作製 した . すで に こ の 方法に よ り ヒ ト リ カ バ リ ソ tl),
R O M 128)お よび Ⅹ ア レ ス チ ソ 抑 が ク ロ ー ニ ン グ されて お り , 本
研究 で 見出 され た H R G 4 は 4番 目 の 新 しい ヒ ト 網膜特異的
cD N Aで あ る . 一 方 cD N Aラ イ ブラ リ ー か ら無作為 に 選 ん だ
一 部の ク ロ ー ン (n = 23) に つ い て塩基配列決定を行 っ た結 果,
ト ラ ン ス デ ュ ー シ ソ の γサ ブ ユ ニ ッ トな ど既知 の 網膜特異的タ
ン パ ク の cD N A が17% 存在し, さ らに 既知の タ ン パ ク と 塩基
配列が類似 しな い CD N Aを 含め て ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト法 で 網膜
特異的な発現を 示 した ク ロ ー ン が30タ` と高率に 存在 した の で ,
こ の 方法 の 有効性 が確認 され た (未発表).
H R G 4の m R N A ほノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法 で約 1.4k塩基の 大き
さ で あ り , 1 381 bp か ら な る H R G 4-f ほ ほ ぼ全長 を 含 む
cD N Aク ロ ー ン で ある と 考え られ る . H R G 4-f に 存在す る最大
の オ ー プ ソ リ ー デ ィ ソ ダ フ レ ー ム は7 2 0塩基長 で 最 上 流 の
A T Gコ ド ン か ら 始 ま る2 4 0個 の ア ミ ノ 酸 を 規定 し , そ の
A T Gコ ド ン の 近 傍 の 塩基配列 ほ 翻訳 開始 コ ド ン に 関 す る
Ko zak
28) の コ ン セ ン サ ス 配列と よく 一 致 して い た . そ こ で240個
の ア ミ ノ 酸配列 の コ ン ピ ュ ー タ 解析を行 っ た が , H RG4 タ ン パ
ク の 機俄 に関連す る と考 え られ る特別な モ チ ー フ は存在せ ず ,
既 知 の タ ン パ ク と の 高 い 類 似性もみ られ な か っ た . た だ し
H R G4の ア ミ ノ 末端側1/4 は種 々 の コ ラ ー ゲ ン と 弱い 類 似性
を示 した . コ ラ ー ゲ ン の ポ リ ペ プチ ド鎖 は規則正 しい 反復配列
を持 ち , そ の 部位 で は グ リ シ ン が 3 つ の ア ミ ノ 酸毎 に 存在 し,
そ の 他 の ア ミ ノ 酸 と して プ ロ リ ソ が多く み られ , 2次構造的 に
タ ー ン が主体で あ る . こ の 反復配列に よ っ て コ ラ ー ゲ ン に 特徴
的な 3本の ポ リ ペ プ チ ド鎖 か ら な る ト リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 構造 が
形成 され る . H R G 4の ア ミ ノ 末端側 1/4 ほ グ リシ ソ と プ ロ リ
ン に 富み 2次構造的 にタ ー ン が主体で ある が , コ ラ ー ゲ ン に特
徴的な反復配列 はみ られな か っ た . した が っ て H R G4 は構造的
･ 機能的に コ ラ ー ゲ ン に 類似 して い る とい う可能性 は低 い と考
えられる . ア ミ ノ 酸配列 の 解析結果 に よ ると , H R G 4 は全体的
に 親水性 であり , その 等電点は5.96と酸性であ りシ グナ ル 配列
を 持た ない の で , 細胞 内の 酸性水溶性 タ ソ バ ク で あ卑と推測さ
れ る .
進化の 過程で よく保存されて い る 遺伝子は , 一 般に 機能的 に
重要 で あ ると 考え られ て い る ･ さ ら に 他の 種に お け る相同 遺伝
子 の ア ミ ノ 酸配列と の 比較に よ っ て未知の タ ン パ ク 分子の 特徴
を知 る端緒が得 られ る こ と が ある . サ ザ ン プ ロ ッ ト 法に よ っ て
マ ウ ス を 含む 他の 5種 の 哺乳類 に つ い て H R G 4の 類似 D N A配
列 の 有無を調 べ た 結軋 こ れ らの すべ て の 種に お い て そ の 存在
がみ られ た の で , H R G 4は網膜 に お い て 重要な 役割を担 っ て い
る遺伝子 で ある と考え られ る . 竃歯類 で ある マ ウ ス や ラ ッ ト
ほ ょ そ の 網膜 の 構造が ヒ ト と比較的類似 し生後 に 網膜が分化 ･
成熟す る29)aO) の で , 網膜 の 基礎研究 の 対象 と して 広く利用 され
る動物 である . そ こ で H R G 4の 機能究明に 向け て ラ ッ トにおけ
る H R G 4の 相同遺伝子である R R G 4の ク ロ ー ニ ン グを試み,
約 1･3k bp の CD N Aク ロ ー ン (R R G 4pf) を 得 た . R R G 小fほ
ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法 に おけ る網膜特異性お よ び推定 される ア ミ
ノ 酸配列の 非常 に 高 い 類似性 に よ り H R G 4の 相 同遺伝子であ
る と考え られ る. H R G 4 と R R G 4の ア ミ ノ 酸配列 を比較する
と , グリ シ ソ と プ ロ リ γに 富 み 2次構造的に タ ー ン が主体であ
る ア ミ ノ 末端側1ノ4 は68%の 相同性を 示 し た の に 対 して , 残
り 3/4 で は 2次構造的に α ヘ リ ッ ク ス , β シ ー ト お よ び タ ー
ン が 混在 し明 らか な特徴 が み られ なか っ た が , ア ミ ノ酸配列は
H R G4 と R R G 4 とで ほ100% 一 致 し , こ の 部位が 機能的に 特に
重要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る . し た が っ て H R G 4 お よ び
R R G 4 ほア ミ ノ末端側約 1/4 を境界 と して 分子 内に 2 つ の ド
メ イ ン を 有 し, そ れ ぞれ 異な る機能を有す る可 能性がある.
H R G4 お よ び R R G 4に お け るオ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
ム が実際 に 塩基配列か ら予測 され る よう に 翻訳 され るか どうか
を確認す るた め に , 試験管内転写お よ び翻訳を 行 っ た . H R G4
か ら は 35k Da お よび R R G4 か らほ 33k Da の 翻訳産物が得られ
た が , こ れ ら は ア ミ ノ 酸配列か ら推定され る分子量が ともに約
27k Da で あ る の に 対 し て 明 らか に 大 き さ が 異 な る . そ こ で
R R G4に つ い て 終 止 コ ド ン か ら4 4あ る い ほ 1 97 bp 下流で
cD N A を直線化 し翻訳産物 の 大き さを 比較 した が , 明らかな差
はみ られなか っ た . 終止 コ ド ン の 44bp 下流ま で翻訳が継続す
る
`
と仮定 して も予想され る R R G 4の 分子量ほ 29kDa 以下であ
るの で , 分子 量の 相違 は塩基配列 の 誤 り で は 説明で きな い . ま
た ウ サ ギ 網状赤血球ラ イ セ ー トを 用 い た 試験管内翻訳に おい て
分子量が大きく増加す る翻訳後修飾ほ著者の 知 るか ぎり報告さ
れ て い な い . した が っ て H R G 4 お よ び R R G 4の S D S- ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド ゲル 内で の 異常 な電気泳動度ほ両者の 分子構造に 基
づく と考え られ る . プ ロ リ ン を多く含む タ ン パ ク に つ い て同様
の 電気泳動度 と推定 さ れ る 分子量と の 帝離 が 報告 さ れ て い
る
31)32)の で , プ ロ リ ン に富む H R G 4 お よび R R G 4の ア ミ ノ末端
側1/4 が S D S一 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 内での 見掛け 上の 分子
量増加の 原因 であり , こ の 部位 の HR G4 と R R G4 の ア ミ ノ酸
配列 の 相違 に よ っ て 両 者の 電気泳動度 の 差異が生 じた と考えら
れる .
H R G 4の 網膜内で の 発現部位を同定す る ため に 組織内ノ､イ ブ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を 行 っ た . 網膜を構成す る神経細胞の 細胞核
お よ び細胞間を連絡す る細胞突起ほ規則正 しく層状 に 配列する
の で , 細胸 の 位置 に よ り細胞 の 種類 を ある程度同定 できる ･
H R G 4の m R N Aの 存在を 示 す銀粒子の 薬療 は主に 外頼粒層お
よ び 視細胞内節 に み られ た の で , H R G 4 が視細胞特異的タ ンパ
ク で ある こ と が判明 した . さ らに 視細胞内節を詳 しく観察する
と錐体 ･ 樟体 の 両者 に H R G4 の 発現が み られ , H R G 4 は両者に
共通する細胞機能に 関与す る と考 え られる .
新 しい ヒ ト網膜特異的 cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ
タ ン パ ク の 機能を 推定する上 で 細胞の 分化 ･ 成熟 とそ の タ ン
パ ク の 発現と の 関係を 知 る こ と は重要 で あ る. 生下時の ラ ッ ト
網膜では , 神経 節細胞 の み が 分化 した
一 層の 細胞層 と して 認め
られ , 生後 5 日 目斯 こ外網状層 が出現 し内 ･ 外顆粒層が分離さ
れると同時に 視細胞外節 の 形成が始 ま り , 生後約 2週間 で 網膜
ほ解剖学的に は ぼ 成熟 した 状態 に 到達す る
2g) 抑
. ノ ー ザ ソ プ
ロ ッ ト法を用 い て ラ ッ ト網膜の 分化 ･ 成熟 に 伴 う R R G4の 発
現の 変化を調 べ た と こ ろ , 生下時に は 発現量ほ極め て低か っ た
が, 生後 5 日目以降に 明らか な 発現が み られ た . 生後約 2週間
で は指数関数的 に 急激に R R G4の 発現量が増加 し , 生後 1 , 9
および13カ月 に おい て ほ ぼ 一 定の 強い R R G 4の 発現が み られ
た . 一 方覿織内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン で ほ , 生下時に は 明ら
かな発現は み られ ず , 生後10 日 目に ほ 成熟 しつ つ ある外顆粒層
および視細胞内節部に R R G 4の 発現が み られ た . 生後1 お よ び
9カ月 に お い て も R R G 4の 発現部位 に 変化 は み られ ず ヒ ト 網
膜に おける H R G4 と同様に 視細胞特異的な発現様式 を 示 し ,
R R G 4 は分化 した視細胞 に お い て そ の 機能を 果たす タ ン パ ク で
ある と考え られ る. オ ブ シ ゾ
g)3制
, ト ラ ン ス デ ュ ー シ ソ
朋) ある
い は S 抗原Ig)な どの 視細胞 の 光情報伝達に 関与す る タ ン パ ク に
つ い て報告され て い る雷歯類の 網膜 の 分化 ･ 成熟に 伴う遺伝子
発現の 変化は R R G 4の 結果と 同様で あ るの で , こ れら の タ ン パ
ク は視細胞の 分化に 伴 う共通 した 遺伝子の 発現調節を受けて い
るであろう.
視細胞外節に 存在す る光受容体である円板膜は , 近位側か ら
持続的に 合成され 遠位端で脱落 し網膜色素上皮細胞に よ っ て 貪
食され, ラ ッ ト では 円板膜の 脱落は早朝に 最も活発 であ る
35)
.
この よ うな 日 内変動 は音歯類 の 網膜の 光情報伝達系の タ ン パ ク
の m R N Aの 発現畳 に つ い て 報告 され て い る . 例 えば . オ プ シ
ソ ㈱ あるい は ト ラ ン ス デ ュ ー シ ソ 19)2Z)の 発現量 ほ 早朝 に 最大と
なる が , S 抗原1g)の 発現量ほ逆 に 早朝に 最小と な る . R R G 4
つ い て mR N A発現 の 日内変動の 有無を調べ た が , 対照 実験 の
S 抗原 と比較 して 明 ら か な 日 内変動 は み ら れ な か っ た .
H R G 4 お よ び R R G 4の ア ミ ノ 酸配列 に お い て 光情報伝達系 の
タ ン パ ク と の 類似性ある い は 特有の モ チ ー フ が み られ なか っ た
ことと合わせ て , H R G 4 お よび R R G 4 ほ光情報伝達に 直接関与
しない と推測 され る .
今後 H R G4 タン パ ク の 機能を確定 して い く た め に は , タ ン パ
ク レ ベ ル で の H R G 4の 局在ある い ほ他 の 分子 と の 相互 作 用 な
どを解明 して い く必 要が ある . R N Aレ ベ ル で ほ 発現 し て い る
細胞を 同定する こ とほ 可 能で あるが , 実際の タ ン パ ク の 細胞内
ある い ほ細胞外 の 局在を知る こ とは 不 可 能で ある . H RG4 ある
いほ R R G4に 対す る抗体の 作製 とそ れ を 利用 した 免疫組織化
学の 手法に よ っ て タ ン パ ク レ ベ ル で の 局 在 ほ 判明す る で あ ろ
う. そ の 結果に 基づ い て H R G4 お よ び R R G 4 と局在を共に す
る既知の タ ン パ ク と の 関係を 調べ る こ とが で きる . H R G4 の 相
同遺伝子が不 括化された ノ ッ ク ア ウ ト動物を作製できれは , 生
体内で 遺伝子機能を直接評価する こ とも可 能で ある .
以上 の よう に , H R G 4 ほ既知の タ ン パ ク と は類似 しな い 新 し
い視細胞特異的遺伝子 で あり , H R G 4 と R R G 4の 間で の ア ミ ノ
酸配列の 強い 類似性や分化 した 祝細胞 に お ける高い 発現 レ ベ ル
から視軸胸に お い て 未知の 重要な役割 を担 う と推測 され る . し
たが っ て H R G 4 ほロ ドプ シ ソ ある い は ペ リ フ ェ リ ソ な どと 同
様に網膜変性疾患の 原因遺伝子で あ る可 能性 が あ り , 今 後
HR G4 の 遺伝子構造 の 決定お よ び染色体上 の 位置 の 同定に よ っ
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て , H R G4 の 候補遺伝子 と して の 解析 が期待され る .
結 論
網膜変性疾患 に 対す る新た な候補遺伝子 を 同定する目的で ,
サ ブ ト ラ ク シ ョ ソ 法に よ る未知の ヒ ト 網膜特異的な cD N Aの
ク ロ ー ニ ン グを試み , 新 しい CD N Aク ロ p ソ の 単離に 成功 し,
こ れ を H R G4と名付けた . HR G4 に つ い て以下の 結果を得た .
1 . H R G 4 ほノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法 に お い て 約 1.4k 塩 基の 位
置 で網膜特異的な発現を示 し , 240個の ア ミ ノ 酸か ら な る 既知
の タ ン パ ク と類似 しな い 酸性 ･ 親水性の タ ン パ ク を規定 して い
た .
2 . H R G4 を プロ ー ブ と して ラ ッ トに おける H RG4の 相同遺
伝子 で あ る R R G 4の CD N A をク ロ ー ニ ン グ し た , こ の
CD NA は約 1.3kbp からな り , H R G 4 と同様に240個の ア ミ ノ酸
を 演.定 して い た .
3 . H R G 4と R R G 4の ア ミ ノ 酸配列 を比較す ると , カ ル ポ キ
シ 末端側 3/4 は100% 同一 である の に 対 して , プ ロ リ ン お よ び
グ リ シ ソ に富み 2次構造的に タ ー ン が主体で ある ア ミ ノ 末端側
1/4 は68%と低い 相同性を示 し, それ ぞれ 独立 した ドメ イ ン
を形成する と考え られ る . ア ミ ノ酸 配列か ら推定 され る分子 量
ほ H R G 4 お よ び R R G 4 ともに 約 27k Da で あ っ た が , 試験管内
転写 ･ 翻訳の 結果 で は それ ぞれ35 お よ び 33k Da で あ り , 推定
値 と の 差は プ ロ リ ン に 富む ア ミ ノ 末端側1/4 の 存在 に よ る と
考え られ る.
4 . 組織 内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 法に よ っ て H R G4 お よび
R R G4 の 網膜内で の 発現部位は祝細胞である こ とが 判明した .
5 . R R G4 の m R N Aの 発現 は , 視細胞の 分化 ･ 成熟に 伴 っ
て 急激に 増加 し, 分化完了後 は 高い レ ベ ル を 保 っ てい た が , 光
情報伝達に 関与する タ ン パ ク で 報告 され て い る よ うな 明 らか な
日内変動を示 さな か っ た .
以上 の 結果か ら, H R G4 ほ分化 した視細胞に 特異的に 強く発
現 して い る新 しい 遺伝子 で あり , 網膜変性疾患の 候補遺伝子と
な り う ると考 え られ る .
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CD N A, design atedby the author ashum a n r etinalge ne4(H R G 4), e nCOdeda2 4 0- aminoacidprotein which wa spredictedto
be acidic and hydrophilc･ Sinc eSouthe mblot an alysIS r eV ealed D N Asequen c e s simi1arto H RG4 in 丘ve other m a m m als,
the H R G 4 ho m oIogue, r atre tin algene 4(R RG4), W aS S Oughtin the rat, and al.3 k bp cD N Ae nc oding a 240-amino acid
protein wa s clo ned･ IT "itro tr a n s crlPt10n and translation ofH R G 4and R R G 4cD N Ashow ed 3 5and 33 k Da products,
re speCtively, C O n丘r mlng the ope nre ading fra m e sequences･ H RG4 was92 % ho m ologous wi th R RG4 atthe proteinle vel･
Dista1 3/4 0f theprotein sequ enc eswa sl O O %ide ntical betw e en H RG4 and RRG 4, Sug geStlng the functio nal importa n ce of
thisdo m ain ･ Proxim al l/4, rich in proline andglyclne and exc eptlO n allytur n-dominantin thepredicted sec ondary struCtu re,
Sho w ed alowersi mi larity(68%)betw e enH RG4 a nd R RG4,indic atingthatth ispart m ayform a sepa ra tedo m ain 丘om the
res t. No slgni丘c ant si mi 1arities to otherpro teins or specific m o tifs sug gestlng the function of H RG4 w e re fou nd. ]n si[u
hyb ri diz aton of H R G 4and R RG4 in the re tina revealedtheir expre s sionin photorec eptorc ells･ T be mR N Aexpre ssio n of
R R G 4 incre as ed rapidly with the postna tal difkren tiation and m aturation ofphotorec eptor c ells, and re m ained ata high
level in adult tissue s･ D iurna1 8u ctuation of mR N Ae xpre s sion characteristic ofproteinsin volved in phototra n sduc tion wa s
notdetected by northernblot an alysIS Of R R G 4. H R G 4w a s char aCterized as a n e wgene expres s ed highly a ndspeCificallyin
difftrentiatedphot oreceptor ce11s, and w ould be apossible c andidatege n efbrretinal dege neratio ns.
